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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung beschreibt die Verwendung von Modulatoren des Signal transduktionswegs 
uber die Proteinkinase Fyn (wie z. B. Rho-Kinase Inhibitoren oder Inhibitoren der Proteinkinase CSK) zur Behandlung von Tumo- 
rerkrankungen, insbesondere zur Therapie von Neuroblastom. 
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Verwendung von Modulatoren des Signaltransduktionswegs iiber 
die Proteinkinase Fyn zur Behandlung von Tumor erkrankungen 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Verwendung von Mo- 
5 dulatoren des Signaltransduktionswegs iiber die Proteinkinase 
Fyn (wie z. B. Rho-Kinase Inhibitoren) zur Behandlung von 
Tumor erkrankungen , insbesondere zur Therapie von Neuro- 
blastomen. 

10 Neuroblastome sind bosartige Krebs erkrankungen des periphe- 
ren sympathischen Nervensys terns , die im Kindesalter auftre- 
ten. Sie sind eine der haufigsten bosartigen Krebs erkrankun- 
gen im Kindesalter. Bundesweit erkranken jahrlich ca. 150- 
200 Kinder an diesem Tumor, der in f ortgeschrittenen Stadien 

15 weitgehend unheilbar ist. Der Verlauf der Krankheit ist je 
nach Einzelfall unterschiedlich und reicht von einer 
spontanen Ruckbildung bis zum progressiven Verlauf und zur 
Bildung von Metastasen. Der Tumor entwickelt sich aus Vor- 
lauferzellen des autonomen Nervensys t ems , welches die un- 

2 0 willkurlichen Funk t ion en, wie Herz-und Kreislauf , Darm- und 
Blasentatigkeit , steuert. Es sterben insgesamt ca. 40 % der 
erkrankten Kinder innerhalb der ersten funf Jahre. 

Ein genetisches Kriteriiim, das als Begrundung fur eine un- 
25 giinstige Prognose dient, ist die Amplif ikation des MYCN- 

Gens, die zur deregulierten Expression des N-Myc Proteins im 
Tumorgewebe ftihrt. N-myc ist ein Transkriptionsf aktor , der 
die Genexpression sowohl positiv als auch negativ kontrol- 
lieren kann. Anhand eines Zellkultur-Modells wurde gezeigt, 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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daS Myc-Proteine sowohl das Zellwachstum als auch die 
Zellprolif eration regulieren. 

Derzeitige klinische Untersuchungen ziehen fur eine Prognose 
5 des Neuroblastoms drei Kriterien heran: 

das Stadium des Tumors, das Alter des Patienten und die 
Amplif ikation des MYCN-Gens . Die Amplif ikation des MYCN-Gens 
ist jedoch kein verlafiliches Kriterium, da auch Tumore sich 
entwickeln konnen, die kein amplif iziertes MYCN-Gen 
10 aufweisen. 

Demgegenuber ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ge- 
netische Unterschiede in denjenigen Signaltransduktionswegen 
, welche die Proliferation und Dif f erenzierung des Neu- 
15 roblastoms kontrollieren, zur Prognose und Therapie von Tu- 
morerkrankungen, insbesondere des Neuroblastoms, zu nutzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, neue Methoden zur 
Behandlung von Tumor erkr ankungen , insbesondere des Neurobla- 
20 stoms, bereitzustellen. 

Mittels einer Microarray-Analyse wird parallel die Expres- 
sion einer grolSen Zahl von Genen in einer beliebigen Zahl 
von Proben von vielen Patienten, die alle an einem Neuro- 
25 blastom erkrankt sind, gemessen. AnschlieSend erfolgt eine 

statistische Analyse, in der klinische Parameter mit den Ex- 
pressionsdaten korreliert werden und somit Gene identifi- 
ziert werden, die kausal am Tumorverlauf beteiligt sind. 
Durch Identif ikation der Gene, die kausal am Tumorverlauf 
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beteiligt sind, eroffnen wir die Moglichkeit einer kausalen 
Therapie der Erkrankung. 

Die Expression der auf gef undenen Gene korreliert mit spezi- 
5 fischen Tumorstadien. Uberraschenderweise gehort ein GroS- 
teil dieser Gene zu einem Signal transduktionsweg, der iiber 
die Proteinkinase Fyn verlauft. Von diesem Signal transduk- 
tionsweg ist bekannt, dafe er in Zellkulturen Zelladhasion, 
Zellprolif eration und Dif f erenzierung reguliert. Anderung in 

10 der Zelladhasion sind fur die Bildung von Metastasen ver- 

antwortlich, Zelldiff erenzierung und -proliferation kontrol- 
lieren das eigentliche Tumorwachstum. Es wird gezeigt, daS 
die Daten durch unabhangige MeSmethoden validiert werden 
konnen. Mittels Westernblotverf ahren wurde gezeigt, daE ein 

15 Zusammenhang zwischen der Aktivitat bzw. der Expression der 
Fyn-Kinase und dem Stadium des Tumors besteht . Alle Messun- 
gen zeigen, da6 die Signaltransduktion durch Fyn in fortge- 
schrittenen Tumorstadien abgeschaltet wird. Dabei unter- 
streichen die Expressionsanalysen die Rolle des Fyn-Signal- 

20 transduktionsweges fur die Bildung von Metastasen. 

Dariiber hinaus weisen wir nach, daS Fyn eine kausale Rolle 
in den genannten Prozessen im Neuroblastom hat . Anhand 
zweier verschiedener Zelllinien aus dem Neuroblastom wird 

25 gezeigt, daS-die Expression von Fyn, also die Reaktivierung 
der Signaltransduktion zu einem Wachsstumsarrest , zu erhoh- 
ter Adhesion und zur Dif f erenzierung von Neuroblastomzellen 
in Kultur f uhrt . Damit haben wir nachgewiesen, dafi der Ver- 
lust der Signaltransduktion durch Fyn ursachlich fur die 

3 0 genannten biologischen Prozesse ist. 
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Mit Hilfe einer Microarray-Analyse humaner Tumorproben aus 
dem Neuroblastom wurde uberraschend gefunden, dass der Sig- 
naltransduktionsweg uber die Proteinkinase Fyn das Tumor- 
wachstum sowie die Bildung von Metastasen reguliert. Des 
weiteren wurde gefunden, dass die Signal transduktion durch 
Fyn im f ortgeschrittenem Tumor stadium abgeschaltet wird. Die 
Beeinf lussung des Signal transduktionsweges via Fyn Kinase, 
insbesondere die (Re- ) Aktivierung des im Neuroblastom her- 
unter regulierten Signaltransduktionsweges via Fyn stellt 
eine Therapiemoglichkeit fur die Behandlung von Neuroblasto- 
men dar. 

Durch den Einsatz von Modulatoren des Signaltransduktions- 
wegs uber die Proteinkinase Fyn ist es erf indungsgemass mog- 
lich, das Tumorwachstum sowie die Bildung von Metastasen zu 
unterbinden, und damit Tumorerkrankungen (insbesondere Neu- 
roblastom) zu behandeln. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der Erfindung betrifft Modula- 
toren des Signaltransduktionsweges iiber die Proteinkinase 
Fyn, wobei die Modulatoren Inhibitoren von Enzymen sind, die 
direkt oder indirekt durch aktives Fyn inhibiert werden. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der Erfindung betrifft Modula- 
toren, die zu einer Erhohung der Fyn-Aktivitat in den Tumor- 
zellen fiihren. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der Erfindung betrifft Modula- 
toren, wobei die Modulatoren Inhibitoren der Proteinkinase 
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CSK, Inhtibitoren der Rho-Kinase, Inhibitoren der MAP-Phos- 
phatase oder Aktivatoren der Protein Kinase C sind. 

Eine weitere Ausfiihrungsf orm der Erfindung betrifft Modula- 
toren, die den proteolytischen Abbau von Fyn-Kinase in vivo 
hemmen . 

Eine weitere Ausfiihrungsf orm der Erfindung betrifft Modula- 
toren, wobei die Modulatoren Inhibitoren von Phosphatase!! 
sind, die Fyn entgegenwirken . 

Eine weitere Ausfiihrungsf orm der Erfindung betrif ft • Modula- 
toren, die zu einer Erhohung der Signaltransduktion durch 
Fyn beitragen. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung die Verwendung von Mo- 
dulatoren des Signaltransduktionsweges via Proteinkinase Fyn 
zur Hers t el lung eines Medikaments zur Unterdruckung der 
Metastasenbi Idling von Tumoren im Fruhstadium, wobei der Tu- 
mor ein padiatrischer oder ein adulter Tumor sein kann. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Modulatoren 
wie oben beschrieben als Bestandteil einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daS die Zusam- 
mensetzung neben dem Modulator als Wirkstof f gegebenenf alls 
Tragerstoffe und/oder Adjuvantien umf a£t . 

Eine weitere Ausfiihrungsf orm der Erfindung betrifft Modula- 
toren wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, da£ der 
Modulator in Form eines pharmakologisch akzeptablen Salzes, 
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Solvates, Hydrates, oder einer pharmakologisch akzeptablen 
Formulierung vorliegt. 

Eine weitere Ausf uhrungsf orm der Erfindung betrifft Modula- 
toren wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet , da£ der 
Modulator als Prodrug vorliegt, umfassend den Modulator und 
mindestens eine pharmakologisch akzeptable Schutzgruppe, die 
unter physiologischen Bedingungen abgespalten wird. 

Eine weitere Ausfiihrungsf orm der Erfindung betrifft Modula- 
toren wie oben beschrieben, dadurch gekennzeichnet, daS der 
Modulator oral, parenteral, rektal, durch Inhalation, trans- 
dermal oder intranasal verabreicht wird. 



Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Eine korrespondierende wissenschaf tliche Arbeit zu diesem 
Thema wurde verof f entlicht von B. Berwanger, O. Hartmann, E. 
Bergmann, S. Bernard, D. Nielsen, M. Krause, A. Kartal, D. 
Flynn, R. Wiedemeyer, M. Schwab, H. Schafer, H. Christiansen 
und M. Eilers: "Loss of a FYN-regulated differentiation and 
growth arrest pathway in advanced stage neuroblastoma" in 
Cancer Cell, Vol. 2, November 2002, Seite 377-386, auf die 
vollinhaltlich Bezug genommen wird. 

Um eine Einsicht in die molekulare Abfolge der Entwicklung 
von Neuroblastomen zu erhalten, wurden Expressionsprof ile 
von 94 individuellen Tumor-Gewebeproben erstellt, wobei ein 
humaner, unigener 4608-cDNA-Chip verwendet wird. Jeder Chip 
wird mit cDNA als Referenz hybridisiert , die sich von einer 
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humanen Neuroblastom-Zellinie (SHEP) ableitet. Die Tumoren 
wurden dahingehend ausgewahlt, date sie die Verteilung der 
Tumorstadien und die MYCN-Amplif ikation der gesamten Tumor- 
bank widerspiegeln. Urn Vergleiche zwischen den einzelnen 
Spots und den Arrays zu ermog lichen, wurde jedes Signal in 
bezug auf seinen Hintergrund korrigiert, und die log 2 -trans- 
formierten Ein/Aus-Regulations-Intensitatsverhaltnisse wur- 
den berechnet und standardisiert . Eine t-Statistik mit zwei 
Proben und angepafeten p-Werten wurde verwendet, urn unter- 
schiedlich exprimierte Gene zu identif izieren (Callow et 
al., 2000). Die angepaSten p-Werte korrigieren gleichzeitig 
das Testen von 4608 Genen, und schatzen die Gesamtwahr- 
scheinlichkeit fur den Nachweis eines falschen Gens ab 
(siehe Methoden) . 

Wir fanden 123 unterschiedlich exprimierte Gene, als wir 
MYCN-amplif izierte (n = 17) und nichtamplif izierte (n = 77) 
Tumore verglichen (angepaSter p-Wert < 0,05) . Diese Gene 
wurden in einem unkontrollierten, hierarchischen Cluster 
verwendet, und die Analyse zeigte, dafi alle Tumore mit Aus- 
nahme von dreien in korrekter Weise einer der beiden Klassen 
zugeordnet wurden. Eine funktionelle Zuschreibung zeigte, 
da£ die meisten Gene, die in MYCN-amplif izierten Tumoren 
eingeschaltet waren, fur Proteine codieren, die eine Rolle 
in der Proteinsyn these, im Stoffwechsel und in der 
Regulation des Zellzyklus spielen; dies stimmt mit den Mi- 
kroarray-Daten uberein, die sich durch Verwendung indu- 
zierbarer Systeme in Zellkultur ergaben. Diese Ergebnisse 
zeigen, daS Myc-Proteine sowohl das Zellwachstum, als auch 
die Zell-Prolif eration regulieren, und daJS die anhand der 
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Zellkultur entwickelten Modelle sich auf die Entstehung des 
Neuroblastoms erstrecken. Die Expression einer Reihe von 
Genen, welche als Zielgene von (c-)Myc in Zellkultur-Expe- 
rimenten identif iziert wurden, war in bezeichnender Weise 
beziiglich beider Klassen von Tumoren verschieden. Eine grofie 
Gruppe von Genen, die meist in MYCN-amplif izierten Tumoren 
abgeschaltet waren, codieren fur Proteine, die in vielstu- 
figen Signal transduktionswegen involviert sind. Dies zeigt, 
dafi Myc-Proteine ein negatives Riickkopplungs signal fur Sig- 
naltransduktionswege darstellen. Uberraschenderweise co- 
dieren die Zellzyklus-Gene, die in MYCN-amplif izierten 
Tumoren verstarkt auftreten, fur Proteine, die dafiir bekannt 
sind, dafe sie als Reaktion an einem Kontrollpunkt 
(checkpoint response) , oder in der G2- oder M- Phase des 
Zyklus fungi er en, was auf eine neue Funktion von Myc bei der 
Kontrolle und im spaten Zellzyklus hindeutet . 

Die Deregulierung dieser Gene kann in einfacher Weise das 
f ortgeschrittene Tumorstadium der meisten MYCN-amplif izier- 
ten Tumore widerspiegeln (Tabelle 1) - Urn diese Moglichkeit 
auszuschliefien, haben wir ihre Expression zwischen dem Sta- 
dium 4 der MYCN-amplif izierten und der nichtamplif izierten 
Tumore verglichen. Die Expression aller von uns analysierten 
Gene wurde durch MYCN-Amplif ikation reguliert, unabhangig 
vom Tumorstadium. Umgekehrt konnte die Deregulation eine 
direkte Regulation durch N-Myc widerspiegeln. Mit dieser 
Vorstellung stimmt uberein, da£ vielfache E-Boxen im 
Promotor und den Introns der MAD2, CENPE und AURORA2 -Gene 
vorhanden sind (Figur 1, Feld e) . Tatsachlich zeigte die 
Chromatin- Immunprazipi tat ion, daS N-Myc in vivo an die E- 
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Boxen der MAD2 -Gene gebunden ist. Wir haben daraus 
geschlossen, daS mindestens einige der von uns identifi- 
zierten Gene direkte Zielgene von N-Myc sind. 

5 Tabelle 1 





STADIUM 


Summe 


1 


2 


3 


4 


4S 


MYCN 


Nicht-am- 
plif izierte 


19 


8 


17 


21 


12 


77 


amplif i- 
zierte 


1 


1 


4 


8 


3 


17 


Alter 


< 12 Monate 


18 


1 


11 


5 


15 


50 


> 12 Monate 


2 


8 


10 


24 


0 


44 


Alter 


Mittelwert 
(Monate) 


4.3 


23 .4 


28 .7 


42 . 6 


4.0 


23.3 


Standradab- 
wei chung 
(Monate) 


4.2 


17 .8 


41.1 


33 . 6 


3.4 


31.6 


Summe 




20 


9 


21 


29 


15 


94 



Tabelle 1: Klinische Parameter von 94 Patienten, die an die- 
ser Studie teilgenommen haben. Alter und Stadium sind stark 
10 durcheinandergebracht , und aufgrund der geringen Zahl konn- 
ten sie nicht unabhangig analysiert werden. 

Eine anfangliche Analyse ergab, da£ von den ni cht -MYCN - am- 
plif i zierten Tuinoren die Stadien 1 und 4, nicht jedoch die 

15 Stadien 2, 3 und 4S, Unterschiede in ihren Expressionspro- 
filen zeigen (Daten nicht gezeigt) . Wir fanden 3 6 bezeich- 
nende Gene, die in Tumoren im Stadium 1 (n = 19) und im Sta- 
dium 4 (n = 21) unterschiedlich exprimiert waren (angepaSter 
p-Wert < 0,2). Dieser Satz von Genen zeigte eine geringe 

20 liber lappung mit der Gruppe von Genen, welche MYCN- 

amplif izierte von nichtamplif izierten Tumoren unterscheidet ; 
eine funktionelle Zuschreibung der Gene ergab, daS die Gene, 
welche fur Proteine codieren, die im Stoffwechsel und der 
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Pro teinsyn these eine Rolle spielen, von der Gruppe der 
Stadium-spezif ischen Gene scheinbar abwesend waren, im Ge- 
gensatz zu den Genen, die fur MYCN-amplif izierte Tumore 
charakteristisch waren. Im Gegensatz dazu codiert ein cha- 
rakteristischer Prozentsatz von Genen, die unterschiedlich 
exprimiert waren, fur Gene, die in die Signalubertragung 
durch die Non-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn und das Actin 
Cytoskeleton involviert sind; diese Gene waren in koordi- 
nierter Weise im f ortgeschrittenen Stadium des Neuroblastoms 
herabreguliert . Diese Gruppe umfa&t Fyn selbst, das Actin- 
Filament-Bindeprotein (AFAP) , ein Protein, das an Src und 
Fyn-Kinase bindet und diese aktiviert; a-Catenin ( CTNNAl ) , 
ein actin-bindendes Protein, dessen Bindung an |3- und y- 
Catenin durch Fyn-abhangige Phosphorylierung reguliert wird; 
das neurale Zell-Adhasionsprotein NRCAM, welches durch Non- 
Rezeptor Tyrosin-Kinasen und die actin-bindenden Proteine 
Tropomodulin und MARCKS signalisiert . 

Der Westernblot bestatigte die verminderte Expression von 
Fyn in Tumoren des Stadiums 4, im Vergleich zum Stadium 1; 
zusatzlich ergab das Experiment in iibereinstimmender Weise 
eine langsamere Wanderung des Fyn- Proteins in Extrakten aus 
alien Tumoren des Stadiums 1, verglichen mit denen des Sta- 
diums 4, was zeigt, da£ die autophosphorylierte (aktive) 
Form vorliegt. Phosphatasebehandlung bestatigte, daS die 
unterschiedliche Wanderung aufgrund der Phosphorylierung zu- 
standekam. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde 
eine hohe Fyn-Kinaseaktivitat in Gewebeproben aus Tumoren 
des Stadiums 1 ubereinstimmend erhalten, wobei Immunkomplex 
Kinase-Assays verwendet wurden, die sowohl die Au- 



WO 2004/010986 



CT/EP2003/008165 



- 11 - 



tophosphorylierung als auch die Phosphorylierung des exo- 
genen Substrats, Enolase (Wolf et al . , 2001) messen. Im Ge- 
gensatz dazu war die Fyn-Kinaseaktivitat in Extrakten aus 
Tumoren des Stadiums 4 variabel und im Durchschnitt wesent- 
lich niedriger. 

Urn zu testen, ob Fyn eine Rolle in der Dif f erenzierung und 
Regulation der Zell-Prolif eration von Neuroblastomzellen 
spielt, verwendeten wir eine voriibergehende Transf ektion, urn 
Fyn in SH-SY5Y-Zellen zu exprimieren - eine humane Neuro- 
blastom-Zellinie, die sich aus einem Tumor im Stadium 4 ab- 
leitet (Pahlman et al . , 1981) . Die Expression von Wild-Typ 
Fyn induzierte die Ausbildung von vielfachen Neuriten und 
of f enkundigen morphologischen Charakteristika der Diffe- 
renzierung. Eine Farbung mit Antikorpern, die gegen Cyclin A 
als ein Markerprotein der Zell-Prolif eration gerichtet sind, 
ergab, dafi die Zellen, welche aktives Fyn exprimierten, aus 
dem Zellzyklus ausgestiegen waren. Zellen, die eine kinase- 
negative Allele (FynK299M) exprimierten, zeigten im Gegen- 
satz dazu keine Zeichen von morphologischer Dif f erenzierung . 
Ubereinstimmend mit der Rolle von AFAP bei der Aktivierung 
von Fyn induzierte die Expression einer konstitutiv aktiven 
Allele von AFAP morphologische Veranderungen, die stark an 
aktives Fyn erinnern, wahrend eine dominant-negative Allele 
von AFAP die Dif f erenzierung nicht beeinflufit. 

Wir wiederholten die Experimente in IMR-32-Zellen, einer hu- 
manen Neuroblastom-Zellinie, die ein amplif iziertes MYCN-Gen 
tragt (Clementi et al., 1986). Ahnlich den in SH-SY5Y-Zellen 
erhaltenen Ergebnissen induzierte die Expression der aktiven 



WO 2004/010986 



- 12 - 



CT/EP2003/008165 



Fyn-Kinase eine Neuritenausbildung und einen Ausstieg aus 
dem Zellzyklus. Dies zeigt, daS die Induktion der 
Dif f erenzierung durch Fyn auch in Gegenwart eines amplifi- 
zierten MYCN-Gens stattfindet. Dies stimmt mit dem Befund 
5 uberein, dafi die Expression von FYN, AFAP, NRCAM und CTNNA1 
gleichermaSen in MYCN-amplif izierten ebenso wie in nicht-am- 
plifizierten Tumoren, in bezug auf Tumore im Stadium 1, 
herabreguliert ist . 

10 Insgesamt identif izierten wir zwei genetische Programme, 

welche die Entwicklung von Neuroblastomen regulieren, eines, 
welches durch die Amplif ikation des MYCN-Gens kontrolliert 
wird, und ein zweites, stadium-spezif isches Programm der 
Genexpression. Beide Programme sind in hohem MaSe unabhangig 

15 voneinander, da (a) beide Gruppen von Genen geringe 

Uberlappung zeigen, (b) die Gene durch die MYCN-Amplif ika- 
tion herabreguliert sind, unabhangig vom Tumorstadium, und 
(c) die Tumorstadium-spezif ischen Gene herabreguliert sind, 
unabhangig von der MYCN-Amplif ikation. Die deregulierte Ex- 

20 pression von MYCN aktiviert Gene, die fur Proteine codieren, 
welche sowohl am Fortschreiten des Zellzyklus als auch am 
Zellwachstum beteiligt sind, und unterdruckt Gene, welche 
fur Proteine codieren, die in vielstufige Signalprozesse in 
einem menschlichen Tumor involviert sind. Diese Befunde 

25 zeigen spezifisch, dafi Myc-Proteine die Genexpression in der 
G2-Phase des Zellzyklus kontrollieren, und Gene aktivieren, 
die in Kontrollpunkt-Prozessen (checkpoint processes) in- 
volviert sind. 
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Unsere Daten zeigen, daS die Fyn-Kinase die Proliferation 
und die Dif f erenzierung von Neuroblastomzellen in vivo re- 
guliert; dies wird ebenso durch den Befund unterstutzt, daS 
das Stadium- spezif ische Expressionsprof il ein Uberleben 
vorhersagt . Detaillierte Expressionsprof ile von individuel- 
len Tumorstadien ergaben, da£ die Herabregulierung von Fyn 
am auf f alligsten zwischen den Stadien 1 und 2 ist, welche 
mit der Bildung von Metastasen in den lokalen Lymphknoten 
korreliert. Die Herabregulation von Fyn und ebenso die 
veranderte Zelladhasion steuern die Bildung von lokalen 
Metastasen in vivo. 

Aktives Fyn kann seine Funktion auf mehrere Arten ausiiben: 
In neuronal en Z el len phosphorylieren Non-Rezeptor Tyros in - 
Kinasen Rho-GAP, was zur Inaktivierung von Rho und der In- 
duktion der Dif f erenzierung fuhrt, Es wurde gefunden, dalS es 
Molekule in Signaliibertragungswegen gibt, welche durch Fyn- 
Signalisierung inhibiert werden, was sie zu Kandidaten fur 
einen therapeutischen Eingriff macht . Die Beeinf lussung des 
Signalubertragungsweges abwarts von Fyn stellt erfin- 
dungsgemaS einen therapeutischen Zugang fur Neuroblastome im 
f ortgeschrittenen Stadium bereit. 

Bevorzugte Zielmolektile im Fyn-Signaltransduktionsweg sind 
dabei solche, die durch Fyn Signal transduktion inhibiert 
werden . 



Bevorzugte Modulatoren sind Inhibitoren von Enzymen, die di- 
rekt Oder indirekt durch aktives Fyn inhibiert werden. 
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Weiter bevorzugt sind Modulator en, die zu einer Erhohung der 
Fyn-Aktivitat in Tumorzellen (bevorzugt in Neuroblastomen) 
f uhr en . 

Besonders bevorzugt sind Inhibitoren der Proteinkinase CSK, 
die in Neuroblastomen exprimiert wird und in vivo ein nega- 
tiver Regulator von Fyn ist. 

Des weiteren bevorzugt sind Modulatoren, die den proteolyti- 
schen Abbau von Fyn-Kinase in vivo hemmen wie z. B. ge- 
nerelle Inhibitoren des Proteasoms (LLNL, MG132) oder spe- 
zifische Inhibitoren der beteiligten E3-Ligasen. 

Weiter bevorzugte Modulatoren sind Inhibitoren von Phospha- 
tase^ die Fyn entgegenwirken wie z. B. MAP-Kinase Phospha- 
tase 1. 

Wiederum bevorzugt sind Modulatoren, die zu einer Erhohung 
der Signaltransduktion durch Fyn beitragen wie z. B. Rho Ki- 
nase Inhibitoren, MAP Phosphatase Inhibitoren oder Aktiva- 
toren der Proteinkinase C. 

Des weiteren sind von der vorliegenden Erfindung auch phar- 
rnakologisch akzeptable Salze, Solvate, Hydrate oder pharma- 
kologisch akzeptable Formulierungen der beschriebenen Mo- 
dulatoren umfasst. 

Beispiele fur pharmakologisch akzeptable Salze sind Salze 
von physiologisch akzeptablen Mineralsauren wie Salzsaure, 
Schwefelsaure und Phosphor saure oder Salze von organischen 
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Sauren wie Methansulfonsaure, p-Toluolsulfonsaure, 
Milchsaure , Essigsaure , Trif luoressigsaure , Zitronensaure , 
Bernsteinsaure, Fumarsaure, Maleinsaure und Salicylsaure . 
Die erf indungsgemassen Modulatoren konnen solvatisiert , 
insbesondere hydratisiert sein. Die Hydratisierung kann z.B 
wahrend des Herstellungsverf ahrens oder als Folge der 
hygroskopischen Natur der anfanglich wasserfreien 
Verbindungen auftreten. Wenn die beschriebenen Modulatoren 
asymmetrische C-Atome enthalten, konnen sie entweder als 
Diastereomeren-Geraische, Gemische von Enantiomeren oder als 
optisch reine Verbindungen vorliegen. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen gemafi der vorliegen- 
den Erfindung enthalten mindestens einen der beschriebenen 
Modulatoren als Wirkstoff und fakultativ Tragerstoffe 
und/oder Adjuvantien . 

Die Pro-Drugs, die ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Er 
findung sind, bestehen aus einem erf indungsgemassen Modu- 
lator und mindestens einer pharmakologisch akzeptablen 
Schutzgruppe, die unter physiologischen Bedingungen abge- 
spalten wird, z.B. einer Alkoxy-, Aralkyloxy- , Acyl- oder 
Acyloxy-Gruppe, wie z.B. einer Ethoxy-, Benzyloxy-, Acetyl- 
oder Acetyloxy-Gruppe . 

Auch die Verwendung der Modulatoren zur Herstellung von Arz 
neimitteln zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Tumorer- 
krankungen (insbesondere Neuroblastom) ist Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. Im allgemeinen werden die Modula- 
toren unter Anwendung der bekannten und akzeptablen Modi, 
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entweder einzeln oder in Kombination mit einem beliebigen 
anderen therapeutischen Mittel verabreicht. Solche thera- 
peutisch nutzlichen Mittel konnen auf einem der folgenden 
Wege verabreicht werden: oral, z.B. als Dragees, uberzogene 
Tabletten, Pillen, Halbf eststof f e, weiche oder harte 
Kapseln, Losungen, Emulsionen oder Suspensionen; parenteral, 
z.B. als injizierbare Losung; rektal als Suppositorien; 
durch Inhalation, z.B. als Pulverf ormulierung oder Spray, 
transdermal oder intranasal. Zur Herstellung solcher Ta- 
bletten, Pillen, Halbf eststof f e, uberzogenen Tabletten, 
Dragees und harten Gelatinekapseln kann das therapeutisch 
verwendbare Produkt mit pharmakologisch inerten, anorgani- 
schen oder organischen Arzneimitteltragersubstanzen ver- 
mischt werden, z.B. mit Lactose, Sucrose, Glucose, Gelatine, 
Malz, Silicagel, Starke oder Derivaten derselben, Talkum, 
Stearinsaure oder ihren Salzen, Trockenmagermilch und dgl . 
Zur Herstellung von weichen Kapseln kann man Arzneimittel- 
tragerstoffe wie z.B. pflanzliche Ole, Petroleum, tierische 
oder synthetische Ole, Wachse, Fette, Polyole einsetzen. Zur 
Herstellung von flussigen Losungen und Sirups kann man Arz- 
neimitteltragerstof f e wie z.B. Wasser, Alkohole, waSrige 
Salzlosung, waiSrige Dextrose, Polyole, Glycerin, pflanzliche 
Ole, Petroleum, tierische oder synthetische Ole verwenden. 
Fur Suppositorien kann man Arzneimitteltragerstof f e wie z.B. 
pflanzliche Ole, Petroleum, tierische oder synthetische Ole, 
Wachs, Fett und Polyole verwenden. Fur Aerosol- 
Formulierungen kann man komprimierte Gase, die fur diesen 
Zweck geeignet sind, wie z.B. Sauerstoff, Stickstoff und 
Kohlendioxid einsetzen. Die pharmazeutisch verwendbaren 
Mittel konnen auch Zusatzstoffe zur Konservierung, Stabi- 
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lisierung, Emulgatoren, Sufestoffe, Aromastof f e, Salze zur 
Veranderung des osmotischen Drucks , Puffer, Umhul lungs zu- 
satzstoffe und Antioxidant! en enthalten. 



5 Kombinationen mit anderen therapeutischen Mitteln konnen an- 
dere Wirkstoffe beinhalten, die gewohnlich zur Behandlung 
von Tumorerkrankungen (insbesondere Neuroblastom) eingesetzt 
werden . 

10 Zur Vorbeugung und/oder Behandlung der oben beschriebenen 
Erkrankungen kann die Dosis der erf indungsgemaSen Modula- 
toren innerhalb breiter Grenzen variieren und kann auf den 
individuellen Bedarf eingestellt werden. Im allgememen ist 
eine Dosis von 0,1 tig bis 100 mg/kg Korpergewicht pro Tag 

15 geeignet, wobei eine bevorzugte Dosis 0,5 bis 10 mg/kg pro 

Tag ist. In geeigneten Fallen kann die Dosis auch unter oder 
uber den oben angegebenen Werten liegen. 



Beispiele 

20 

Beispiele fur Rho Kinase Inhibitoren sind in EP0370498, 
US4997834, EP0956865, US6218410, US4678783, US6153608, 
EP0885888, WO0168607 und WO0156988 beschrieben. Konkret 
seien hier Verbindungen I (Fasudil) , II (Hydroxyf asudil ) , 
25 III und IV genannt: 




Beispiele fur Aktivatoren von Proteinkinase C sind Verbin- 
dung V, die Verbindung EP-70905 von Europeptides , die Na- 
turstoffe Bryostatin, Teleocidin, Aplysiatoxin sowie Ester 
von Phorbol und Ingenol . Weitere Verbindungen wie VI und VII 
sind in J. D. Winkler et al . J- Am. Chem. Soc . 1999, 121, 
296-300 beschrieben. 
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Ein Beispiel fur einen MAP Kinase Phosphatase 1 Inhibitor 
ist die Verbindung MX 7091 von Maxima Pharmaceuticals. 

Ein Beispiel fur einen CSK Inhibitor ist der Naturstoff 
Staurosporin . 



Material und Methoden 

Microarray-Experimente 

Der verwendete Chip enthalt den cDNA-Satz gf2 00 von Research 
Genetics ( http: //www.resgen.com ) , sowie 100 cDNA zusatzlich, 
die bereits vorher als potentiell fur eine Prognose der 
Neuroblastom-Entwicklung geeignet beschrieben wurden (fur 
Einzelheiten siehe http : / /www . imt . uni-marburg . de ) . Jede cDNA 
wurde zweimal pro Chip aufgetragen. Die Chips wurden wie in 
Hegde et al . , 2000 beschrieben hergestellt, unter Verwendung 
eines GMS 417 Arrayer. 

Eine anfangliche histochemische Unter suchung einer Reihe von 
100 willkurlich ausgewahlten Tumoren ergab, daS annahernd 
95% der Tumore weniger als 5% Zellen in den Gewebeproben 
enthielten, die keine Tumor zellen war en (siehe Bergmann et 
al-, 2001) . Daher wurde kein weiterer Versuch unternommen, 
das Tumorgewebe vor der Preparation der RNA zu sezieren. Die 
gesamte RNA aus dem Neuroblastomgewebe und dem SHEP wurde 
unter Verwendung eines Qiagen RNA Isolationskits entspre- 
chend der Anleitung des Herstellers isoliert. 40 tig Gesamt- 
RNA wurde verwendet um Cy3- und Cy5-f luoreszenzmarkierte 
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cDNA entsprechend dem verof f entlichten Protokoll herzustel- 
len (http://brownlab.stanford.edu). Die Chips wurden unter 
Verwendung eines GMS 418 Fluoreszenz-Scanners gescannt, und 
die Bilder wurden unter Verwendung der IMAGENE 3 . 0 Software 
analysiert . Die Expressionsdaten wurden entweder durch 
Northern Blot-Analyse oder durch Real Time RT-PCR Assays be- 
statigt . 

Standardisierung und Qualitatskontrolle 

ImaGene 3.0: Die Sof twareparameter wie ■ Signalbereiche" oder 
"Spotnachweis-Schwelle" (siehe Benutzerhandbuch von ImaGene 
fur Einzelheiten) wurden vor der Bildanalyse unseres Expe- 
rimentes auf eine maximale Reproduzierbarkeit optimiert. Fur 
jeden Spot werden das mittlere Signal und die Hintergrund- 
Intensitaten fur beide Kanale erhalten. Um die Unter schiede 
der Spots zu-bestimmen, wurde das korrigierte Hin- 
tergrundverhaltnis der beiden Kanale berechnet, und log 2 - 
transf ormiert . 

Um die Fluoreszenz-Intensitaten der beiden Farbstoffe auszu- 
gleichen, sowie um einen Vergleich des Expressionsniveaus in 
Kreuzexperiementen zu ermoglichen, wurden die Rohdaten 
standardisiert . Zunachst benutzten wir eine nadelweise (pin- 
wise) intensitatsabhangige Standardisierung (Yang et al . , 
2002), um eine inharente Neigung auf jedem Chip zu kor- 
rigieren (the lowess scatter-plot smoother) . In einem zwei- 
ten Schritt wurde eine allgemeine Standardisierung vorge- 
nommen, um die logarithmierten Verhaltnisse fur jedes Array 
bei 0 zu zentrieren (um allgemeines Farben und Scanneref- 
fekte zu beriicksichtigen) . Da jedes Gen zweimal auf dem Chip 
aufgetragen wurde, wurden die mittleren logarithmischen 
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Verhaltnisse M aus den Kopien berechnet. Falls die Kopien um 
mehr als das Vierfache abwichen, Oder die Hintergrund-In~ 
tensitat hoher war als die Signalintensitat , wurde das Gen 
von diesem Array ausgeschlossen. 

5 

Statistische Analyse 

Die finale Datenmatrix bestand aus 4608 standardisierten 
Genexpressionsmessungen (log 2 -Verhaltnisse) aus 94 indivi- 
duellen Tumoren (mit fehlenden Werten) . Um das Expressions- 

10 profil zwischen zwei unabhangigen Gruppen zu vergleichen, 
wurde eine t-Statistik mit zwei Proben fur jedes Gen be- 
nutzt. Um ein mehrf aches Testen zu berucksichtigen, be- 
rechneten wir die angepafiten p-Werte fur jedes Gen, wobei 
wir einen schrittweise abwarts fuhrenden (step down) Permu- 

15 tations-Algorithmus verwendeten (Westfall und Young, 1993, 
Algorithmus 4.1) . Diese Strategie wurde friiher auf Micro- 
arrays angewendet (Callow et al . , 2000). Der Permutations- 
Algorithmus liefert eine strenge Kontrolle der familienwei- 
sen Fehlerrate (FWER) , und beriicksichtigt die Korrelation 

20 der Variablen (Gene) . Das Verfahren verla£t sich nicht auf 

eine Normal i tat s-Annahme ; es wird angenommen, daS die t-Sta- 
tistik fur alle Gene asymptotisch die gleiche Nullverteilung 
besitzt, (oder daS die p-Werte monoton in den beobachteten 
t-Statistiken liber die Gene sind) . 



Cluster Analyse 

Vor der Cluster Analyse wurde das Expressionprof il eines je- 
den Gens durch Subtraktion des mittleren beobachteten Wertes 
zentriert. Das durchschnittliche, verkettete hierarchische 
30 Zusammenf assen zu Clustern (average linkage hierarchical 



25 
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clustering) wurde dann fur Gene sowie fur Chips ausgefiihrt, 
wobei das euklidische Abstandsmafi wie in den Programm J-Ex- 
press implementiert , verwendet wurde (Dysvik und Jonassen, 
2001) . 

5 

Westernblots, Immun-Prazipitation, Phosphatasebehandlung 

Die folgenden Antikorper wurden in Westernblots, Immunfluo- 
reszenz -Experiment en und Immun-Prazipitationen verwendet: a- 
Fyn: (sc-434) ; 0C-cdk2 (sc-163), a-cyclinA (sc-751) , allevon 
10 Santa Cruz . Neuroblastomgewebe wurde lysiert wie beschrieben 
(Bergmann et al . , 2001). 

Fur die Phosphatasebehandlung wurden 500 /xg zellulare Pro- 
teine uber Nacht bei 4°C mit 5 iig FYN-Antikorper , der an 
Protein G Kiigelchen gebunden ist, inkubiert. Immunkomplexe 
15 wurden entweder mit X-Proteinphosphatase (NEB) inkubiert, 
oder mit X-Proteinphosphatase und Phosphataseinhibitoren . 
Immunkomplexe wurden mittels einer 10% SDS PAGE elektro- 
phoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran ubertragen, 
und mit einem a-Fyn-Antikorper detektiert. 

20 

In vitro Kinase-Assays 

500 jug zellulare Proteine wurden mit 5 fxg a-Fyn-Antikorper, 
der an Protein G Kiigelchen gebunden ist, immunprazipitiert , 
gewaschen und in Kinase-Assaypuf f er equilibriert , 15 Minuten 
25 mit 10 MCi Y~ ATP (Amersham) und 0,125 mg/ml Enolase inku- 
biert, mittels einer 10% SDS PAGE elektrophoretisch aufge- 
trennt und getrocknet. Die Ergebnisse wurden auf einem Fuji 
Phospho imager sichtbar gemacht, und unter Verwendung einer 
Bildeich-Sof tware quantif iziert . 
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Chr omat in- Immunpr az ipi t a t ion 

Chromatin-Immunprazipitation wurde wie vorher beschrieben 
ausgefiihrt (Bouchard et al . , 2001). Zellkernextrakte 
(nuclear extracts) wurden uber Nacht bei 4°C mit 3 Mg a-N- 
Myc-Antikorper, oder Kontrollantikorper , der an Protein A 
und Protein G Kiigelchen gebunden ist, immunprazipitiert . Fur 
die PCR-Analyse wurden ein spezifisches Primerpaar fur 
Intron 1 von Prothymosin alpha (als Positivkontrolle) , sowie 
Primerpaare, welche die angegebenen Regionen des MAD2 Genes 
amplif izieren, verwendet . Primersequenzen sind auf Verlangen 
erhaltlich. 

Zellkultur-Experimente 

SH-SY5Y und IMR-32 Neuroblastom-Zellinien werden in RPMI 
1640 kultiviert, das mit 10% hitze-inaktiviertem FCS erganzt 
ist. CMV-gesteuerte Expressionkonstrukte, die fur Fyn- 
Wildtyp (Fynwt)und FynK299M kodieren, sind beschrieben (Wolf 
et al., 2001). Plasmide, die ftir AFAPALZ und AFAPA180-226 
kodieren, wurden beschrieben (Baisden et al., 2001). Fur 
vorubergehende Trans fektionen liefi man die Zellen zunachst 
auf Deckstreifen 6 Stunden lang wachsen, die mit einer 1:5 
Verdiinnung von Matrigel (Becton-Dickinson) beschichtet wa- 
ren. Die Transfektion wurde ausgefiihrt, indem 5 ixg DNA unter 
Verwendung eines Lipof ektin-Reagenz (Invitrogen) eingesetzt 
wurden. Die Zellen wurden mit Paraf ormraldehyd nach 60 Stun- 
den fixiert, gewaschen und mit einem monoklonalen oc-Fyn-An- 
tikorper (Santa Cruz) , oder einem cc-AFAP polyklonalem Anti- 
korper aus Kaninchen gefarbt (Baisden et al., 2001). 
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Patentanspruche 
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Verwendung von Modulatoren des Signaltransduktionswegs 
iiber die Proteinkinase Fyn fur die Prophylaxe und/oder 
Behandlung von Tumor erkrankungen . 

Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 zur Behand- 
lung von Neuroblastomen . 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Modulato- 
ren Inhibitoren von Enzymen sind, die direkt oder indi- 
rekt durch aktives Fyn inhibiert werden. 

Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 oder 2, die 
zu einer Erhohung der Fyn-Aktivitat in den Tumor z el len 
f iihren 

Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 oder 2, wo- 
bei die Modulatoren Inhibitoren der Proteinkinase CSK 
sind. 

Verwendung von Modulatoren nach einem der Anspruche 1 
bis 4, wobei die Modulatoren Inhibitoren der Rho-Kinase 
sind. 

Verwendung von Modulatoren nach einem der Anspruche 1 
bis 4, wobei die Modulatoren Inhibitoren der MAP-Phos- 
phatase sind. 
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8 . Verwendung von Modulatoren nach einem der Anspriiche 1 
bis 4, wobei die Modulatoren Aktivatoren der Protein 
Kinase C sind. 

9. Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 oder 2,. die 
den proteolytischen Abbau von Fyn-Kinase in vivo hem- 
men . 

10. Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 oder 2, wo- 
bei die Modulatoren Inhibitoren von Phosphatases die 
Fyn en tgegenwirken , s ind . 

11. Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 1 oder 2, die 
zu einer Erhohung der Signaltransduktion durch Fyn bei- 
tragen . 

12 . Verwendung von Modulatoren des Signaltransduktionsweges 
via Proteinkinase Fyn zur Herstellung eines Medikaments 
zur Unterdruckung der Metastasenbildung von Tumor en im 
Fruhs t adium • 

13 . Verwendung von Modulatoren nach Anspruch 9 , wobei der 
Tumor ein padiatrischer oder ein adulter Tumor ist. 

14 . Verwendung von Modulatoren nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche als Bestandteil einer pharmazeutischen 
Zusaitimensetzung, dadurch gekennzeichnet , dafe die Zusarn- 
mensetzung neben dem Modulator als Wirkstof f ge- 
gebenenfalls Tragerstoffe und/oder Adjuvantien umf afit . 



WO 2004/010986 




'CT/EP2003/008165 



- 28 - 



15. 

5 

16. 

10 

17 . 

15 



Verwendung von Modulatoren nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daS der Modula- 
tor in Form eines pharmakologisch akzeptablen Salzes, 
Solvates, Hydrates, oder einer pharmakologisch akzep- 
tablen Formulierung vorliegt. 

Verwendung von Modulatoren nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daS der Modula- 
tor als Prodrug vorliegt, umfassend den Modulator und 
mindestens eine pharmakologisch akzeptable Schutz- 
gruppe, die unter physiologischen Bedingungen abge- 
spalten wird. 

Verwendung von Modulatoren nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daS der Modula- 
tor oral, parenteral, rektal, durch Inhalation, trans- 
dermal oder intranasal verabreicht wird. 
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